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MICROBE ACTEUR, SON PROCEDE 
BIOCHIMIQUE OU BIOLOGIQUE. 



DE PREPARATIONS PROCEDE POUR REALISER UNE REACTION 



(57) 

Microreacteur comprenant un canal d'entree ou d'ali- 
mentatlon, une zone d'entree ou d'allmentation par un cou- 
rant de fluide, une zone de reaction, une zone de sortie et 
un canal de sortie ou d'evacuation, lesdites zones et canaux 
se trouvant en communication fluidique et au moins un com- 
pose telle qu'une enzyme susceptible de produire une reac- 
tion biologique ou biochimique avec au moins un constituant 
dudit courant de fluide etant fixe sur les surfaces desdites 
zones d'entree, zone de reaction, et zone de sortie. 
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MICRO RE ACTEUR , SON PROCEDE DE PREPARATION, 
ET PROCEDE POUR REALISER UNE REACTION BI QCHIMIOUE 

OU BIOIiOGIOUE 

5 DESCRIPTION 

La presente invention a trait a un 
microreacteur. 

L ' invention concerne egalement un procede 
10 pour preparer, fabriquer un tel microreacteur. 

L f invention est enfin relative a un procede 
pour realiser une reaction biochimique ou biologique 
qui met en ceuvre ledit microreacteur. 

Le domaine de 1' invention peut etre defini 
15 comme celui des systemes miniaturises ou microsystemes 
qui sont utilises essentiellement pour 1 ' analyse 
chimique et la synthese. 

Les domaines de predilection des 

microreacteurs chimiques sont les reactions en phase 
20 liquide et gazeuse incluant la catalyse homogene et 
heterogene, l'oxydation catalytique, la synthase 
heterocyclique et les reactions photochimiques . 

En ' particulier, ces procedes ont montre 
1'interet qu'il y a a utiliser la technologie des 
25 microreacteurs pour la chimie en solution et les 
bioapplications biologiques. 

Des exemples de microsystemes d' analyse ou de 
microreacteurs de synthese sont plus precisement 
decrits dans les documents [1] a [9]. 
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En particulier, le document [3] concerne la 
fabrication de nanocolonnes pour la chromatographic 
liquide par des techniques de microusinage. 

Les microcolonnes comportent des 

5 « monolithes », de preference hexagonaux supportant la 
phase stationnaire, et sont pourvues de canaux d' entree 
et de sortie presentant une architecture part iculiere 
avec un reseau de canaux qui fait que le courant de 
liquide penetrant dans la colonne est partage en deux, 
10 de maniere repetee avant qu'il n'atteigne la tete de la 
colonne . 

Le nombre total de canaux (C) de la colonne 
chroma tographi que, proprement dite, qui peut etre 
aliment e est, par exemple, de C = 2 n , ou n est le 
15 nombre de fois ou le courant liquide est partage. 

La phase stationnaire est constitute de 
poly (sulfate de styrene) electrostat iquement lie. 

Le poly (styrene sulfate) est absorbe a partir 
d'une solution sur la surface des canaux apres 
20 silylation des parois des canaux, en utilisant du 
( gamma - aminopropy 1 ) -trimethoxysilane. 

A l'instar du document [3], le brevet 
US-A-6 156 273 decrit une colonne de separation par 
chromatographie, elect rochroma tographi e et 

25 electrophorese, qui comporte de multiple structures 
supports monolithiques voisines, qui definissent des 
canaux interconnectes . 

Les surfaces des monolithes peuvent etre 
traitees pour fournir des interactions entre ces 
30 surfaces et un echantillon qui traverse la colonne de 
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separation, afin d'effectuer une separation des 
constituants de 1 ' echantillon . 

Parmi les revetements dont peuvent etre 
pourvus les monolithes, on peut citer, par exemple, les 
5 revetements d'anticorps, les revetements cationiques ou 
anioniques, les chelatants, les revetements organiques, 
tels que les sucres complexes et l'heparine, les gels 
et les revetements en phase inverse, tels que le CI 8. 

Dans ce document, il ne se produit aucune 
10 reaction dans la colonne, et aucun nouveau produit 
provenant de la reaction du revetement se trouvant sur 
les surfaces des monolithes avec les constituants de 
1' echantillon traite n'est genere. 

On est en presence dans ce document d'un 
15 simple processus chromatographique courant avec 
retention plus ou moins importante des divers 
constituants de 1 ' echantillon traversant la colonne en 
fonction de leur af finite pour le revetement. 

Dans le document [9], 1' enzyme et le produit 
20 a traiter f a digerer reagissant en phase liquide, en 
solution, dans la masse du fluide f les inconvenients 
d'une telle maniere d'operer (par rapport a 
1' invention, ou 1' enzyme est fixee sur la parol) sont 
les suivants : reactions parasites comme, par exemple, 
25 l'autolyse dans le cas d'une enzyme de digestion et, 
par voie de consequence, la limitation des 
concentrations ♦ 

Le taux de digestion peut etre optimise en 
confinant les reactions de digestion dans des volumes 
30 plus petits. Les volumes disponibles dans des 
dispositifs integres sur puces permettent d'utiliser 
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des quantites tres faibles d' echantillons et ceci dans 
des zones de reaction tres petites, afin d' augment er 
les taux de digestion. II a ete recemment montre qu'il 
etait possible de digerer des proteines a 1'interieur 
5 de puits realises dans des microdispositif s . Comme on 
l'a deja vu, la digestion etant realisee en solution 
conduit a une autodigestion des proteines qui peuvent 
interferer avec une analyse par spectrotnetrie de masse. 
Ce phenomene est d'autant plus important, lorsqu'on 

10 desire ameliorer la vitesse de digestion en augmentant 
les concentrations en especes proteolytiques. 

L' utilisation de billes f onctionnalisees 
permet de reduire considerablement cette autolyse, 
augmente egalement la stabilite de 1' enzyme, et fournit 

15 des vitesses de digestion plus elevees, puisque la 
quantite d' enzyme de digestion peut etre 
considerablement augmentee . 

Cependant, 1' operation de remplissage des 
microcanaux, a l'aide de billes f onctionnalisees , 

20 demeure une operation delicate et peu fiable. 

II ressort de ce qui precede qu'il existe un 
besoin pour un microreacteur qui permette de realiser 
des reactions chimiques et/ou biologiques avec un 
rendement tres el eve , avec une quantite de react if , tel 

25 qu'une enzyme, faible et a une vitesse egalement 
e levee . 

Par exemple, dans le cas de la digestion 
enzyrnatigue , il existe un besoin pour un microreacteur 
qui, tout en limitant les problemes d'autolys.e, 
30 fournisse des vitesses elevees et soit d'une mise en 
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oeuvre fiable, facile, au contraire des microreacteurs 
utilisant des billes fonctionnalisees. 

Le but de la present e invention est done de 
fournir un microreacteur qui reponde , entre autres, a 
5 ces besoins . 

Le but de la presente invention est encore de 
fournir un microreacteur qui ne presente pas les 
inconvenients, limitations, defauts et desavantages des 
microreacteurs de 1 ' art anterieur. 
10 Ce but et d' autres encore sont atteints, 

conf ormement a 1' invention par un microreacteur 
comprenant un canal d' entree ou d' alimentation, une 
zone d' entree ou d' alimentation pour un courant de 
fluide, une zone de reaction et une zone de sortie et 
15 un canal de sortie ou d' evacuation, lesdites zones et 
canaux se trouvant en communication fluidique : 

ladite zone d' entree comprenant des moyens 
pour communiquer audit courant de fluide 
une vitesse d'ecoulement constante, pour 
2 0 repartir de maniere homogene le courant de 

fluide sur toute la section de ladite zone 
de reaction et pour augmenter le rapport 
surface/volume au fur et a mesure de la 
progression du courant de fluide vers la 

2 5 zone de reaction ; 

ladite zone de reaction comprenant des 
moyens lui conferant un rapport surface sur 
volume el eve ; 

au moins un compose susceptible de produire 

3 0 une reaction biologique ou biochimique avec 

au moins un const ituant dudit courant de 
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fluide etant fixe sur les surfaces desdites 
zones d' entree, zone de reaction et zone de 
sortie ; 

ladite zone de sortie comprenant des moyens 
pour rassembler le courant de fluide issu 
de la zone de reaction comprenant les 
produits issus de ladite reaction 
biologique ou biochimique , et pour reduire 
le rapport surface sur volume au fur et a 
mesure de la progression du courant de 
fluide depuis la zone de reaction vers 
ledit canal de sortie et pour evacuer ledit 
courant de f luide . 
Le microreacteur, selon 1 ' invention , se 
distingue, tout d'abord, f ondamen t a 1 ement du dispositif 
decrit, par exemple, dans le brevet US-A-6 156 273, qui 
est, f ondamentalement , un dispositif de separation 
obeissant aux regies classiques de la chroma tographie 
et non un dispositif visant a realiser une reaction, 
c'est-a-dire un reacteur. 

Dans ce document US-A-6 156 273, des composes 
sont fixes aux parois du dispositif, mais ils ont pour 
but de retenir plus ou moins les divers constituants de 
1 ' echantillon liquide qui traverse le dispositif. 

. On est en presence d'un phenomene de 
retention typique en chromatographic , qui a pour but de 
prolonger plus ou moins longtemps le sejour des 
constituants du liquide traite dans la colonne, afin 
d'en assurer la sortie echelormee et done la 
separation . 
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Les constituants du liquide traite ne 
subissent aucune transformation dans la colonne et 
aucun nouveau produit n ; est genere a l'interieur de la 
colonne . 

5 Au contraire, 1' invention a trait non a un 

dispositif de separation, mais a un reacteur, ce qui 
signifie que les composes fixes sur les surfaces des 
di verses zones du dispositif, a savoir : du 
microreacteur , selon 1' invention, produisent une 

10 reaction biologique ou biochimique avec au moins un 
const ituant du courant de fluide, que ce const ituant 
est transforme et que des produits nouveaux sont crees, 
puis recueillis. 

En d'autres termes, dans le reacteur, selon 

15 1' invention, un echantillon qui circule dans le 
reacteur va, selon 1' invention, interagir avec les 
composes susceptibles de reagir, fixes sur les surfaces 
du reacteur et ainsi creer des produits issus de cette 
reaction, au contraire, de nouveau du dispositif selon 

20 le document US-A-6 156 273, ou les composes, le 
revet ement fixes aux parois favorisent simplement 
l'accrochage plus ou moins prolonge des constituants de 
1' echantillon, mais ne gene rent pas de nouveaux 
produits . 

25 Le dispositif, selon 1' invention, est 

egalement fondamental ement different des dispositifs 
decrits notamment dans le document [9] , dans lesquels 
la reaction entre le compose, susceptible de produire 
une reaction biologique ou biochimique, et au moins . un 

3 0 const ituant du courant de fluide, se produit en phase 
liquide, en solution, ledit compose n'etant absolument 
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pas immobilise, fixe aux surfaces du dispositif, comme 

dans le microreacteur, selon 1 ' invention . 

Grace a cette caracterist ique essentielle du 

microreacteur, selon 1' invention, les concentrations 
5 des especes immobilisees sur la surface peuvent etre 

augmentees largement sans apparition des reactions 

parasites, comme, par exemple, 1 ' autolyse dans le cas 

d'une enzyme de digestion. 

Enfin, par rapport aux microreacteurs 
10 comprenant un garnissage de microbilles, le 

microreacteur, selon 1' invention, a 1 ' avantage d'etre 

plus fiable, plus simple a preparer, et d' avoir, de 

meme, un f onct ionnement fiable et simple. 

Le dispositif, selon 1' invention, est 
15 qualifie de microreacteur, cette denomination est 

couramment utilisee dans ce domaine de la technique et 

est parfaitement claire pour 1 ' homme du metier. 

Toutefois, il pourrait etre utile de preciser que la 

plus grande dimension du microreacteur, selon 
20 1' invention, qui est, par exemple, sa longueur ou 

hauteur, est generalement de 10 mm a 30 mm. 

Bien entendu, des dimensions differentes 

peuvent etre exigees par les applications et/ou la 

nature des produits utilises. 
25 Le compose, susceptible de produire une 

reaction biologique ou biochimique, peut etre tout 

compose repondant a une telle definition, mais il est 

generalement choisi parmi les enzymes. 

En d'autres termes, il peut s'agir de tout 
30 compose susceptible d'interagir avec un constituant, ou 

molecule cible, present dans le courant de fluide qui 
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traverse le microreacteur, et de transformer ledit 
constituant par une reaction de biologie moleculaire 
pour obtenir, a partir de ce constituant, un nouveau 
produit. II peut s'agir par exemple d'une interaction 
et reaction de type enzyme/ subs trat , ou ledit compose 
est un enzyme et ledit constituant un substrat dudit 
enzyme . 

L'homme du metier trouvera de nombreuses autres 
applications evidentes de la presente invention a 
partir de cette definition. 

Selon 1' invention, lorsque ce compose est une 
enzyme, il peut etre choisi dans la classe des 
oxydoreductases, la classe des transferases, la classe 
des hydrolases, la classe des lyases, la classe des 
isomerases, ou la classe des ligases ou synthetases. 

II peut s'agir par exemple d'une enzyme a 
activite lytigue, telle qu'une protease, une nuclease, 
une lipase, une glycolase, une kinase, etc. ; d'une 
enzyme presentant une activite de modification ou 
d' action sur des acides nucleiques , telle que l'ADN ou 
l'ARN polymerase, la primase, l'ADN ligase, une 
nuclease, une transcriptase reverse, une kinase, une 
phosphatase, une phosphorylase , une endonuclease de 
restriction, une topo-isomerase , une transferase, etc. 

Parmi les proteases, on peut citer par exemple 
les endopeptidases telles que la pepsine, la trypsine, 
la chymotrypsine, les cathepsines A, B et C ; et les 
exopeptidases telles que les carbopeptidases , les 
aminopeptidases, et les dipept idases . 

De preference, 1 ' enzyme est la trypsine et le 
substrat un peptide ou une proteine . 
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Selon la presente invention, lorsque le 
compose qui est susceptible d' interagir avec le 
const ituant du fluide est une enzyme, le micro- reacteur 
peut etre appele microreacteur a enzymes. Par exemple 
5 dans le cas ou 1 ' enzyme est la trypsine, il peut etre 
appele microreacteur trypsique ; ou encore, par exemple 
dans le cas ou 1 ' enzyme est une polymerase, 
microreacteur a polymerases. 

Le compose susceptible de produire une 
10 reaction biologique ou biochimique est fixe auxdites 
surfaces, par exemple, par couplage par covalence, par 
des interactions mettant en jeu des ligands, ou par 
toute autre methode permettant d' immobilise r ce compose 
sur la surface. 

15 Le microreacteur, selon 1' invention, peut 

avoir une forme quelconque, mais il presente 
avantageusement une forme sens ib lenient allongee, les 
trois zones decrites plus haut St ant definies sur un 
substrat sensiblement plan, le courant de fluide 

20 s'ecoulant sensiblement selon 1 ' axe longitudinal dudit 
reacteur. 

Avantageusement, les moyens de la zone de 
reaction, qui lui conferent un rapport surface sur 
volume eleve, sont const itues par des plots - ou 

25 monolithes, tels qu'ils sont designes dans l'art 
anterieur - comportant une base sur ledit support 
reliee a un sommet par une paroi sensiblement 
perpendiculaire au plan dudit substrat, lesdits plots 
etant regulierement espaces selon un reseau 

30 bidimensionnel et definissant entre leurs parois des 
canaux relies entre eux et sensiblement paralleles a 
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1 ' axe longitudinal du microreacteur et axe d'ecoulement 
du courant de fluide. 

Lesdits plots peuvent avoir une forme 
quelcongue , mais, de maniere avantageuse, leurs bases 
et leurs sommets auront une forme choisie parmi les 
disques, ellipses, et polygones, de preference 
reguliers, tels que carres, losanges, hexagones, etc.. 

La forme preferee pour la base des plots ou 
monolithes est celle d'un hexagone regulier ou bien 
celle d'un carre. 

La taille de ces plots est celle, par 
exemple, de leur base et/ou sommet, par exemple, en 
forme de carre ou d' hexagone regulier et elle est 
definie par le fait que cette base ou sommet, de 
preference, en forme de carre ou d' hexagone regulier, 
peut s'inscrire dans un cercle d'un rayon de 1 a 20 vim, 
de preference de 2 a 10 ym, par exemple de 5 \im . 

Bien entendu, des dimensions differentes 
peuvent etre exigees par les applications et/ou la 
nature des produits utilises. 

Avantageusement , lesdits plots sont disposes 
en rangees dont 1'axe est sensiblement perpendiculaire 
a l'axe longitudinal du microreacteur ou axe 
d'ecoulement du courant de fluide, les plots 
appartenant a deux rangees successives etant disposes 
en quinconce, c'est-a-dire directement decales . 

Avantageusement, l'espacement entre les axes 
de deux rangees successives est general ement de 10 a 
3 0 pm , par exemple 12 ym et d'espacement entre les 
centres des bases de deux plots dans une meme rangee 
est de 10' a 30 ]im f par exemple de 14 urn. 
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Bien entendu, des dimensions dif ferentes 
. peuvent etre exigees par les applications et/ou la 
nature des produits utilises. 

Avantageusement , les moyens de la zone 
5 d' entree, definis plus haut, pour communiquer au 
courant de fluide une vitesse d'ecoulement constante, 
pour repartir de maniere homogene le courant de fluide 
sur toute la section de la zone de reaction et pour 
augmenter le rapport surface sur volume au fur et a 
10 mesure de la progression du courant de fluide vers la 
zone de reaction, sont constitues par des deflecteurs 
comportant une base sur le support reliee a un sommet 
par une paroi sensiblement perpendiculaire au plan 
dudit substrat, lesdits deflecteurs divisant le canal 
15 . d' entree en C canaux, cette division etant repetee n 
fois, de sorte que le nombre de canaux a 1' entree de la 
zone de reaction est egal a C n , n et C etant des 
nombres entiers, et la section totale des canaux a 
chaque division etant constante et egale a la section 
20 du canal d' entree . 

De preference, C = 2 ou 3, de preference 
encore C = 2 et n est un entier de 2 a 10 . Le nombre n 
n'a pour limite que la dimension choisie du 
microreacteur. 

25 Avantageusement, les moyens de la zone de 

sortie pour rassembler le courant de fluide issu de la 
zone de reaction et pour reduire le rapport surface sur 
volume au fur et a mesure de la progression du courant 
de fluide depuis la zone de reaction vers ledit canal 

3 0 de sortie - lesdits moyens etant identiques aux moyens 
prevus dans la zone d' entree - sont constitues par des 
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deflecteurs coraportant une base sur le support reliee a 
un sommet par vine paroi sensiblement perpendiculaire au 
plan dudit substrat, lesdits deflecteurs rassemblant 
les canaux de la zone de reaction en divisant leur 
nombre par S, cette division etant repetee ra fois pour 
former un seul canal ou canal de sortie. S et m sont 
des entiers, de preference, S = 2 ou 3 , de preference 
encore S = 2 et m est un entier de 2 a 10. Le nombre m 
a les memes limites que le nombre n. 

Avantageusement , le microreacteur comprend, 
en outre, un capot ou couvercle recouvrant lesdites 
zones et lesdits canaux d' entree et de sortie. 

Le capot ou couvercle est eventuellement 
pourvu d' orifices d' entree et/ou de sortie. 

L' invention concerne, en outre, un ensemble 
de microreacteurs, tels que decrits plus haut, formes 
sur un substrat et comprenant de 2 a 50 microreacteurs 
ou plus selon 1 ' encorabrement de chacun de ces 
microreacteurs . 

De preference, les microreacteurs dudit 
ensemble different les uns des autres par la forme des 
plots et/ou la taille des plots et/ou leur repartition 
(par exemple, ecartement des plots et des rangees) 
et/ou leur longueur. 

L' invention concerne egalement un systeme 
forme sur un substrat et comprenant au moins un 
microreacteur, tel que defini plus haut, un reservoir 
d' alimentation en fluide, relie audit canal d' entree ou 
d' alimentation et un reservoir de sortie de fluide 
relie audit canal de sortie. 
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Selon une forme de realisation, le reservoir 
d # alimentation en fluide est prevu sur le substrat sur 
lequel est forme le microreacteur, par exemple, grave 
dans le substrat, et le canal d' entree est egalement 
prevu sur le substrat, par exemple, grave dans le 
substrat. 

Selon une autre forme de realisation, le 
reservoir d' alimentation en fluide est place a 
l'exterieur du substrat sur lequel est forme le 
microreacteur et. le canal d'entr<§e - qui relie le 
reservoir au microreacteur - se presente sous la forme 
d'un. tube capillaire. 

Les memes agencements peuvent etre prevus 
pour le reservoir de sortie de fluide. 

Avantageusement , le microreacteur, le systeme 
ou 1' ensemble, decrits plus haut , peuvent . etre relies a 
un dispositif d' analyse, tel qu'un spectrometre de 
masse, de preference par 1 ' intermediate d'un 
capillaire conduisant a un « electrospray », ou a un 
dispositif d' electrophorese capillaire. 

L' invention concerne egalement un procede de 
preparation d'un microreacteur, tel que decrit plus 
haut, ledit procede comprenant les etapes successives 
suivantes : 

gravure des trois zones du microreacteur 
et, eventuellement , des canaux d' entree et 
de sortie, dans un substrat sensiblement 
plan ; 

capotage, fermeture du microreacteur par un 
capot ou couvercle ; 
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fixation d'un compose susceptible de 
produire un reacteur biologique ou chimique 
sur les surfaces du microreacteur. 
De preference, la gravure est realisee par un 
5 procede de gravure seche isotrope ou anisotrope. 

Avantageusement , le substrat est en un 
materiau choisi parmi la silice, le silicium oxyde, le 
silicium, les polymeres, matieres plastiques, et 
resines, tels que les silicones, les resines epoxy et 
10 elastomeres . 

Avantageusement, ladite fixation est realisee 
par un couplage par covalence ou par des interactions 
mettant en jeu des ligands . 

Si le substrat est en silice ou silicium 
15 oxyde et le compose a fixer est une enzyme, alors la 
fixation est realisee par la suite d'etapes suivantes : 
rehydratation en milieu basique pour 
obtenir des sites silanols ; 

silanisation du substrat avec un silane 

2 0 epoxyde reactif, tel que le 

5 , 6-epoxyhexyltriethoxysilane ; 

hydrolyse de 1' epoxyde pour donner un 

diol ; 

- oxydation du diol en aldehyde ; 
25 - immobilisation de 1 'enzyme, telle que la 

trypsine par reaction des fonctions amines 
de la lysine avec les aldehydes ; 
eventuellement , reaction des liaisons 
imines ainsi formees avec un reducteur. 

3 0 L' invention concerne enfin un procede pour 

realiser une reaction biochimique ou biologique , dans 
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lequel on fait circuler un courant de fluide dans le 
microreacteur, tel que decrit plus haut , afin que an 
moins un constituant dudit courant de fluide reagisse 
avec le compose susceptible de produire une reaction 
5 biologique ou biochimique, et on recueille a la sortie 
du microreacteur un courant de fluide comprenant 
le(les) produit(s) de ladite reaction. 

De preference, ladite reaction est une 
reaction de type enzyme/ subs t ra t , ledit compose 

10 susceptible de produire une reaction biologique ou 
biochimique est une enzyme, ledit constituant dudit 
courant de fluide est un substrat de 1' enzyme et 
le(les) produit(s) de la reaction sont le(les) 
produit(s) issu(s) de la reaction dudit enzyme avec 

15 ledit substrat. 

L ' enzyme peut etre choisi parmi tous les 
enzymes, tels qu' ils ont ete definis ci-dessus. 

De preference, ladite reaction est une 
reaction de digestion enzymatique par une protease, 

2 0 ledit compose susceptible de produire une reaction 
biologique ou biochimique est une protease, lesdits 
constituants du courant de fluide sont des peptides ou 
des proteines et les produits de la reaction sont des 
segments peptidiques. 

2 5 De preference encore, 1 ' enzyme est la 

trypsine . 

L' invention va maintenant etre decrite de 
maniere detaillee dans la description qui va suivre, 
donnee a titre illustratif et non limit at if , .en 

3 0 reference aux dessins joints, dans lesquels : 
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la figure 1 est une vue laterale en coupe 
representant un schema general d'un 
microreacteur, selon 1' invention ; 
la figure 2 est un graphique qui donne le 
rapport surf ace/volume (S/V) (en unites 
arbitraires) pour chague etage (E) de 
1' entree d'un microreacteur, selon 
1 ' invention ; 

la figure 3 est une vue de dessus de 
1' entree et de la sortie d'un 
microreacteur, selon 1 ' invention, realise 
sur un substrat plan ; 

la figure 4 est une vue de dessus 
representant des details de 1' entree (et de 
la sortie) et du bord d'un microreacteur, 
selon 1' invention, et montrant la 
disposition et les dessins de plots d'un 
microreacteur, selon 1' invention, ces plots 
ayant une base et un sommet en forme 
d'hexagone regulier ; 

les figures 5A a 5F montrent la fabrication 
d'un microreacteur, selon 1' invention, dans 
un substrat en silicium, mettant 
e s sent i ell ement en oeuvre un procede de 
phot ol i thogr aphi e ; 

les figures 6 et 7 sont des photographies 
realisees au microscope electroniqxie & 
balayage d'un reacteur fabrigue, selon 
1' invention. Sur la figure 6, le repere 
represente 2 00 urn ; et sur la figure 7, le 
repere represente 5 0 \im. 
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Le microreacteur, selon 1 ' invent ion, dont le 
schema general est illustre sur la figure 1, comprend 
une zone d'entree (1), une zone de reaction (2) formant 
le « reacteur proprement dit, et, enf in, une zone de 
5 sortie (3) . 

Le microreacteur, montre de maniere 
schematique sur la figure 1, a une forme allongee : il 
s'agit de la forme preferee du reacteur avec une 
longueur, par exemple, de 10 a 30 mm, tandis que sa 
10 petite dimension ou largeur ou diametre, est, par 
exemple, de 0,5 mm a 1 mm, ce qui justifie le terme de 
« microreacteur ». Ces dimensions sont donnees a titre 
d' exemple et peuvent etre largement modifiees selon les 
besoins , 

15 II est a noter que le microreacteur, selon 

1' invention, peut avoir, par exemple, la configuration 
de la colonne du document US-A-6 156 273, cite plus 
haut , mais on rappelle qu' il s ' en distingue 
f ondamentalement par le fait qu 7 il comporte un compose 

20 fixe sur ses surfaces permettant une reaction, qu'ils 
s'agit done d'un reacteur et non d'un dispositif de 
separation. 

La zone d'entree (1) est genera lement 
constitute d'un microcanal, suivi d'un systeme de 

25 chicanes disposees dans le sens longitudinal du 
microreacteur. Ce systeme de chicanes ou deflecteurs 
permet d'imposer pour un debit fixe du courant de 
fluide en amont du microreacteur, une vitesse 
d'ecoulement const ante dans tout le reseau de canaux a 

3 0 travers les chicanes, avant d'entrer dans le reacteur 
principal. Le reseau de canaux favorise egalement une 
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distribution, une repartition homogene du fluide pour 
le disperser sur toute la largeur de la zone de 
reaction. 

Enfin, la disposition, par exemple, 

5 dichotomique des chicanes ou deflecteurs, permet 
d'augmenter le rapport surf ace /volume au fur et a 
mesure de 1 ' avancement du courant de fluide vers le 
coeur du microreacteur. 

La figure 2, donnee a titre d' exemple, montre 
10 le rapport surface sur volume (S/V) pour chaque etage 
de 1' entree d'un microreacteur, selon 1' invention. On 
constate que plus on se rapproche du debut de la zone 
de reaction (etage 8) , plus le rapport surface/volume 
est eleve. 

15 L ' augmentation du rapport surface sur volume 

ameliore au fur et a mesure le rendement de la reaction 
biologique ou biochimique , jusqu'a atteindre son 
optimum dans le coeur du reacteur, c'est-a-dire dans la 
zone, dite zone de reaction. 

20 L' augmentation de surface est, de preference, 

apportee par la presence de plots sens iblement 
verticaux sur un substrat, ces plots peuvent presenter 
des geometries diverses et egalement des tailles et des 
pas divers, comme cela est decrit plus loin, en 

25 relation avec la figure 3. La longueur du microreacteur 
est egalement variable. 

La longueur est genera lement fixee, afin de 
pouvoir optimiser le rendement du reacteur, pour un 
encombrement minimal . 

3 0 La zone de sortie du microreacteur (3) est, 

de preference, de forme identique a l 1 entree, cette 
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partie permet, notamment, de rassembler les differents 
produits issus de la reaction biologique ayant eu lieu 
dans le microreacteur, c ' est-a-dire essentiellement 
dans la zone de reaction (2) avant de les utiliser 
ulterieurement, par exemple, de les analyser. 

II est possible, sur un meme substrat, par 
exemple une meme plaquette (« wafer ») d' integrer 
plusieurs microreacteurs, c' est-a-dire de former un 
ensemble de microreacteurs sur le meme substrat. 

De preference, les microreacteurs se trouvant 
sur un meme substrat seront differents, les differences 
portant, par exemple, sur la geometrie des plots, 
permettant d' augmenter le rapport surface sur volume 
et/ou 1 ' ecartement entre plots et/ou 1'ecart entre 
rangees et/ou la longueur du reacteur. L' entree du 
reacteur est uniquement modifiee en fonction de la 
taille des plots adoptes. 

La figure 3 est une vue de dessus de 1' entree 
du microreacteur, selon 1' invention, realisee sur un 
substrat plan. 

Le microreacteur est alimente par un canal 
« microcanal » (31) de largeur, par exemple, 100 vm, 
qui about it dans un canal ou distributeur (3 2) de 
largeur, par exemple, 400 \im, puis, enfin, dans le 
premier etage (33) de la zone d' entree proprement dite, 
qui a une largeur de, par exemple, 640 vim . 

Le canal formant le premier etage se divise, 
une premiere fois en deux canaux (34) et (35) dont les 
largeurs sont egales, a savoir : a 320 ]ixa, et dont la 
somme des largeurs est egale a celle du canal unique 
(33). 
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Au total, le canal unique du premier etage 
est divise six fois, chacun des canaux d'un etage etant 
divise en deux canaux de largeur egale et la largeur 
totale des canaux de chaque etage etant constante et 
5 toujours egale a la largeur du canal du premier etage 
(640 urn). Dans le dernier etage de la zone d' entree, 
les canaux (36) sont au nombre de soixante-quatre et 
ont chacun une largeur, par exemple de 10 |im. 

Les dimensions en microns de la zone d' entree 
10 de microreacteur, illustree sur la figure 1, ont ete 
indiquees dans le tableau I suivant, ces dimensions 
sont donnees uniquement a titre d' exemple : 
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TABLEAU I 



Dimension 




a 


1 500 


b 


350 


c 


300 


d 


250 




200 


f 


150 


a 


100 


h 


50 


i 


25 


J 


100 


k 


400 


1 


640 


m 


320 




160 


o 


80 


Jr 


40 


rr 

M 


2 0 


5- 


10 


C* 


128 


j- 
L. 


70 


Li 


90 


v 


35 


w 


15 


X 


8 


y 


4 


z 


2 


aa 


1 


ab 


64 


ac 


32 


ad 


16 


ae 


8 


af 


4 
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La figure 3 peut representer aussi bien 
1' entree que la sortie d'un microreacteur, selon 
1' invention. II suffit pour cela de renverser la figure 
3, le canal (31) situe alors en bas de la figure, 
represente le canal de sortie ou d' evacuation. 

Sur la figure 4, on a represente les details 
de 1' entree (et de la sortie) et du bord d'un 
microreacteur, selon I 7 invention. 

On retrouve sur cette figure les canaux (36) , 
deja decrits plus haut , qui aboutissent dans la zone de 
reaction, proprement dite, (41) du microreacteur, selon 
1 ' invention . 

Dans cette zone, sont disposes en rangees 
paralleles (41), (42), (43), (44), etc., des plots 
(45), etc., l'axe de ces rangees est perpendiculaire a 
l'axe longitudinal du microreacteur et a l'axe 
d'ecoulement du courant de f luide . 

Sur la figure 4, les plots ont une base et un 
sommet en forme d'hexagone regulier, chacun de ces 
hexagones s'inscrivant dans un cercle de rayon A, qui 
est generalement de 1 a 10 pm, par exemple de 5 ym (a 
titre d' exemple) . 

Les plots des deux rangees successives sont 
disposes en quinconce et foment , entre eux, des canaux 
paralleles du sens d'ecoulement 46, qui se divisent en 
canaux 47, qui ensuite se rejoignent en des canaux 48 
de nouveau paralleles au sens d'ecoulement. 

Dans une meme rangee, les centres des plots, 
par exemple des hexagones sont espaces de 10 a 30 tim, 
par exemple, de 14 urn (B) et les axes de deux rangees 
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successives sont espaces generalement de 10 a 3 0 \im t 
par exemple de 12 p (C) . 

Sur la figure 4, on note que le bord de la 
zone de reaction reprend la forme exterieure des plots 
5 dans le but de conserver une section de canal constante 
et d'eviter la dispersion de la vitesse d'ecoulement du 
fluide entre les bords et le centre du reacteur. 

La zone de reaction s'evase lentement depuis 
la zone d' entree et les canaux (36) par une part ie 
10 tronconigue definie par les dimensions D et E, par 
exemple, D = 7 0 pun et E = 10 yun, pour about ir dans le 
cceur ou centre de la zone de reaction limit ee par des 
parois essentiellement paralleles dont l'une (50) est 
representee sur la figure 4. 
15 La zone de reaction assure pratiquement toute 

la fonction biologique du microreacteur. 

L ' augmentation de surface est precisement 
apporte par la presence des plots qui peuvent, outre la 
geometrie hexagonale representee sur la figure, 
20 presenter d'autres geometries, par exemple les plots 
peuven t etre en forme de losange, d' ellipse, de disque, 
et avoir egalement une taille et un pas (ecart entre 
deux plots) differents, par exemple de 10 a 30 yim. 

De preference, on utilise une section soit 
25 hexagonale, comme sur la figure 4, soit carree , qui 
s'inscrit dans un cercle de diametre variable, par 
exemple de 2 a 20 urn, ceci afin d'obtenir un compromis 
entre une surface maximale, definissant un reseau de 
microcanaux interconnectes pratiquement paralleles a 
3 0 l'axe longitudinal du microreacteur (la presence de 
canaux perpendiculaires a l'axe longitudinal induirait 
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la stagnation de produit et diminuerait le rendement du 
microreacteur) et de minimiser la complexity de la 
realisation technologigue. 

Comme on l'a indigue plus haut, la zone de 
sortie est generalement symetrigue a la zone d' entree. 

Le microreacteur, selon 1' invention, peut 
etre fabrigue pour tout procede adeguat, mais dans le 
cas ou il est realise sur, dans un substrat, 
essentiellement plan, le microreacteur peut etre, par 
exemple, realise par gravure seche anisotrope (ou 
isotrope) dans du silicium, en utilisant, par exemple, 
un procede du type DRIE ICP (Deep Reactive Ion 
Etching/Inductively Coupled Plasma, en anglais) . 

Les motifs - par motif, on entend les canaux 
d' alimentation et d' evacuation, les zones d' entree, de 
reaction, de sortie, formes, par exemple, p ar les 
deflecteurs et plots - sont alors definis dans le 
silicium par un masque de gravure, par exemple par une 
resine photosensible , couramment utilisee en 
micro<§lectronigue, ou, par exemple, par de la silice, 
ce masque etant d'epaisseur suffisante pour permettre 
la gravure des motifs dans le silicium, a l'epaisseur 
choisie par 1'operateur, par exemple, de 50 um a 
100 um. 

Les motifs peuvent etre definis dans ce 
masque de gravure, par exemple, par un procede de 
lithographie classiguement rencontre en 

microelectronigue, suivi , par exemple, dans le cas de 
la silice d'une gravure ionigue reactive de ce 
materiau . 
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Les reacteurs peuvent aussi etre, . par 
exemple, realises par gravure seche anisotrope dans de 
la silice, le masque de protection choisi pouvant etre 
alors, par exemple, du silicium. Le microreacteur peut 
5 aussi etre realise dans d'autres materiaux, par 
exemple, en polymeres, tels que resines epoxy, 
elastomeres , plastiques. 

L' utilisation des microtechnologies permet de 
fabriquer, a l'aide de gravure anisotrope ou isotrope 

10 des structures aux geometries complexes et presentant 
des rapports de surfaces sur volume tires important, 
sans les inconvenients des garnissages de microbilles. 

Le reacteur peut ensuite etre capote, par 
exemple, par une plaque en PDMS (polydimethylsiloxane) , 

15 comportant ou non des orifices d' entree et/ou de 
sortie, apres traitement dudit capot et du reacteur par 
un plasma d' oxygene , tel que decrit dans la 
litterature. Dans ce cas, le PDMS est connu pour avoir 
des proprietes d' adhesion spontanee sur la plupart les 

20 supports solides. 

Le reacteur peut etre, aussi, par exemple, 
capote par scellement moleculaire d'une plaque de 
silice ou d'une plaque de verre, comportant ou pas des 
orifices d' entree et/ou de sortie, apres nettoyage et 

25 preparation chimique des deux substrats hydroxyles 
(substrat Si0 2 sur silicium/capot verre ou silice) . La 
presence de sites silanols (SiOH) en surface attire 
spontanement les molecules d'eau et les deux pieces du 
microcomposant , a savoir : capot et reacteur, collent 

30 1'une a 1 ' autre par 1 ' intermediaire de molecules d'eau. 
Par chauffage, une partie de 1 ' eau contenue entre les 
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deux surfaces est eliminee jusqu'a 1 ' obtention 
d' environ trois couches de molecules d'eau qui rendent 
possible 1 ' adhesion. 

Ou bien le microreacteur peut etre, par 
exemple, capote par scellement anodique d'une plaque de 
verre, comportant ou pas des orifices d' entree et/ou de 
sortie . 

Ou bien le microreacteur peut etre, par 
exemple, capote par collage d'une plaque polymere 
choisie par 1 ' utilisateur , comportant ou pas des 
orifices d' entree et/ou de sortie, en utilisant, par 
exemple, un procede de depot de colle par serigraphie. 

Ce type de collage est constitue de trois 
etapes principales : la serigraphie, qui consiste a 
appliquer de la colle uniquement sur certaines zones du 
substrat, le collage qui consiste a mettre en contact 
le substrat enduit localement de colle et le capot, et, 
enfin, le chauffage qui induit la polymerisation de la 
colle* La polymerisation peut s'effectuer par voie 
photochimique si la colle est polymerisable sous UV. 

Enfin, le microreacteur peut etre, par 
exemple, capote par scellement direct silicium/silicium 
(SDB : Silicon Direct Bonding, en anglais) a une plaque 
de silicium, comportant ou pas des orifices d' entree 
et/ou de sortie. 

La fixation du constituant dote de la 
fonction biologique ou biochimique dans le 
microreacteur, qui peut etre, par exemple, une enzyme 
de type trypsine, peut etre realisee selon differentes 
methodes : 
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par un couplage par covalence reliant la 
molecule a fixer a la surface du 
microreacteur ; 
- par des interactions mettant en jeu des 
5 ligands. 

Ainsi, dans le cas d'une enzyme, telle que la 
trypsine, sa fixation sur un substrat en silice, peut 
se faire par des etapes successives de rehydratat ion , 
silanisation, par exemple avec un silane epoxyde 
10 reactif, hydrolyse, oxydation et, enfin, 

immobilisation, fixation de 1 ' enzyme par 

1 ' intermediaire des liaisons -NH 2 , portes par les 
groupes lysine de la trypsine. 

Le schema 1 suivant illustre les etapes et 
15. les conditions operatoires qui peuvent etre utilisees 
pour 1 ' immobilisation d'une enzyme, telle que la 
trypsine . 



RNSDOC1D: <FR 2B39660A1 I > 



2839660 

29 



SCHEMA 1 



10 



15 



NaOH/H 2 0/EtOH 
Rehydratation 



HCt, 0.2N 



Hydrotyse 



-OH 
-OH 

J -OH 



(EtQ) 3 Si' 

DIEA, toluene, 20*C 

Silanisation 



4 



-ck 
-o- 



OH 



OH 



-o- 



Nal0 4 



Oxydation 



20 



-O—Si- 



JL 



Trypsine, Na 2 HP0 4 0.1M. NaCNBH 3 , 4*C 



Immobilisation de I'enzyme 



LTl 



-'v 



25 
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A titre indicatif, de la trypsine portant une 
. fonction biotine (trypsine biotinylee, type XI -B de 
SIGMA ALDRICH®) a ete fixee sur des surfaces 
circulaires, de 1 ' ordre de 1 mm de diametre. 
5 Apres une etape de marquage avec de la 

streptavidine, portant un fluorophore Cy 3 , et une 
excitation de 550 nm, une image de fluorescence est 
obtenue a 580 nm, dont l'intensite est de 225UA. Le 
rapport signal/bruit ( trypsine/substrat ) est compris 

10 entre 35 et 40. 

Pour realiser une reaction a 1 ; interieur du 
microreacteur, selon 1' invention, on fait passer a 
1'aide d'un dispositif adequat, tel qu'un 
pousse-seringue et sa seringue associee, ou autre, le 

15 courant de liquide dont un des constituants peut reagir 
avec le compose fixe sur les parois du microreacteur. 
Le debit est un debit, de preference, constant, 
assurant un temps de sejour a 1' interieur du 
microreacteur de 1 a 15 minutes, par exemple en 

20 fonction de la cinetique de la reaction dans le 
microreacteur. Les produits de la reaction sont envoyes 
vers un dispositif d'analyse, tel qu'un spec tromet re de 
masse, ou vers une autre utilisation, par exemple une 
electrophorese capillaire. 

25 L' invention va maintenant etre decrite, en 

reference aux exemples suivants, donnes a titre 
illustratif et non limitatif . 
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Exemple s 
Exemple 1 

5 Cet exemple illustre la fabrication d'un 

microreacteur en silicium, en reference a la figure 5 
j ointe . 

On depose sur un substrat (51) en silicium de 
quatre pouces (10, 16 cm) , de type <100> et d'epaisseur 
10 525 Tim, une couche de resine photosensible 52 de type 
SHIPLEY® S 1813 par spin-coating (tournette) . 

On procede ensuite a une lithographie a 
1'aide d'un faisceau insolateur UV (53) au travers d'un 
masque (54) pourvu ou de n motifs definissant la 
15 geometrie des microreacteurs ; le temps d' insolation 
est de 10 secondes. 

Ce motif est soumis a une desoxydation des 
fonds de motif a 1'aide d'un appareil 
RIE Nextral NE 110 dans une atmosphere de CHF 3 /0 2 a un 
20 rapport de debit de 50/10 seem, sous une pression de 
100 mT, avec une puissance de 10 W, pendant 1 minute. 

Ensuite, on grave les zones non protegees par 
la resine a 1'aide d'un appareil de gravure profonde du 
type DRIE ICI STS MULTIPLE. 
25 L'etape suivante consiste a decouper le 

masque de resine par HN0 3 fumant sans ultrasons pendant 
5 minutes. 

Les flancs de la gravure sont alors nettoyes 
par oxydation en four a tube sous oxygene pendant 5 0 
3 0 minutes a 1 000°C et desoxydation chimique a 1'aide de 
HF pendant quelques secondes. 
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On realise ensuite une. oxydation epaisse des 
motifs sur une epaisseur de 3 urn (55) dans un four a 
tube sous vapeur d'eau a 1 00°C pendant 18 heures et 50 
minutes. 

5 Chaque microreacteur est ensuite decoupe et 

separe du wafer. Un capot en polydimethylsiloxane est 
ensuite utilise pour la fermeture du microreacteur. Le 
scellement du capot et du microreacteur est realise 
apres traitement pas plasma oxygene des deux surfaces a 

10 mettre en contact (appareil TEGAL, plasma 0 2/ pression 
100 TnTorr , temps d' activation 30 secondes) . La 
connexion du microreacteur avec tout dispositif de mise 
en circulation de fluide est realisee via des 
capillaires inseres dans les canaux d' entree et de 

15 sortie du microreacteur. 

Le microreacteur utilise dans l'exemple de 
digestion presente une geometrie de plot hexagonale 
avec des plots de diametre 10 microns , separes les uns 
des autres de 14 microns sur un axe perpendiculaire a 

2 0 la direction du flux de liquide et de 12 microns sur un 
axe parallele au flux du liquide. La profondeur du 
microreacteur, definie comme 6tant la hauteur moyenne 
des plots est de 50 microns . 

25 Exemple 2 

Dans cet exemple, on realise la fixation, 
1 ' immobilisation de la trypsine sur les surfaces du 
microreacteur fabrique dans l'exemple 1 pour obtenir un 
30 microreacteur « f onctionnalise », selon 1' invention. 
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Puis, on verif ie 1 ' immobilisation de la 
trypsine par fluorescence. 

La trypsine utilisee est une trypsine de type 
I, issue de pancreas de bovin, commercial! see par la 
5 Societe SIGMA ALORICA® (ref. T 8003). 

Le mecanisme reactionnel est compose de 
plusieurs etapes, a savoir : 

- une rehydratation en milieu basique 
permettant d' obtenir des sites silanols, 

10 une silanisation du substrat avec le 

5,6-epoxyhexyltriethoxysilane conduisant a 

la formation de films) ; 

- une hydrolyse pour transformer la fonction 
epoxyde en fonction diol ; 

15 . une oxydation en fonction aldehyde et, 

enfin, 1 * immobilisation de 1 ' enzyme par 
reaction des fonctions amines portees par 
les lysines avec les fonctions 

aldehydiques. Les liaisons imines, ainsi 

20 formees, sont stabilisees par reaction avec 

un reducteur. Le protocole precis, utilise 
dans cet exemple. est decrit ci-apres . 

1 . Rehydratation 

25 

NaOH Brown : NaO 4 , 9 g ; 

EDI 14,7 ml ; 
EtOH 19,6 ml ; 
Remplissage du microreacteur a 3 ul/m, 
30 reaction 2 heures a temperature ambiante. Vidange du 
reacteur sous flux d' azote, puis lavage a l'eau 
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desionisee (100 jil a 3 |il/mn) . Etuve 15 minutes a 80°C. 
Ringage au toluene (5 0 ]xl a 3 ul/mn) . 

2. Silanisation 



Toluene 10 ml ; 
DIEA 50 |il ; 

5 , 6-epoxydexyltriethoxysilane 25 y.1 ; 
Remplissage du microreacteur a 3 ial/mn, puis 
lavage a 1 ' ethanol (10 0 ial a 3 pl/mn) ; 

. Reticulation 3 heures a 110°C. 

3 . Hydro lyse 

HC1 0,2 N. Remplissage du reacteur a 3 ial/mn. 
Reaction sous flux de HCl pendant 3 heures a 
temperature ambiante. Vidange, puis lavage a l'eau 
desionisee (100 ul a 3 ul/mn) . 

Sechage 30 minutes a 110 °C. 

4. Oxydation 



NaI0 4 6 , 6 yg ; 

Eau desionisee 3 ml . 

Reaction sous flux desdits reactifs (100 \xl a 
3 ul) pendant 1 heure a temperature ambiante. Vidange 
et sechage sous flux d' azote. 
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5> Immobilisation de 1' enzyme 

La solution contenant 1 ' enzyme a immobiliser 
est introduite dans le microreacteur a un debit fixe. 
Une fois le microreacteur rempli, ses extremites sont 
bouchees avec du parafilm. La reaction d' immobilisation 
est alors effectuee en statique. 

En utilisant ce schema react ionnel et le 
protocole associe, de la trypsine biotinylSe (trypsine 
biotinylee, type XI -B de SIGMA ALDRICH® se presentant 
sous la forme d'une solution de trypsine 2,5 nig/ml, 
Na 2 HP0 4 a 0,1 M, NaCNBH 3 0, 05 M), a ete immobilisee sur 
la surface interne du microreacteur presentant des 
colonnes de 10 \im de diametre, espacees de 5 pm, et de 
hauteur egale a 50 pm, puis revelee avec une solution 
de streptavidine Cy 3 . 

Le couple biot ine/ streptavidine -Cy 3 est 
revele par fluorescence a 570 nm. 

L' observation au microscope a 

epi-f luorescence permet de visualiser la presence de 
trypsine sur toute la surface des microcolonnes et sur 
1' ensemble du reacteur trypsique. 

Exemple 4 

Dans cet exemple, on realise une digestion de 
BSA dans le microreacteur pourvu d'une enzyme 
immobilise, selon 1' invention, preparee dans 1' exemple 
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Par 1 ' intermediaire d'un pousse- seringue , le 
reservoir d' entree du microreacteur est rempli d'une 
solution de « Bovin Serum Albumine (BSA) » a 2 mg/ml 
avec 0,05 % de NaN 3 a un debit moyen de 1 ' ordre de 
5 5 ial/mn. Le temps de sejour, dans le microreacteur, de 
la proteine a digerer est de 1 ' ordre de 5 minutes. Au 
bout de quelques minutes, le volume infuse a travers le 
microreacteur est suffisamment important pour permettre. 
une analyse correcte au spectroraetre de masse type 
10 MALDI_TOF. Le spectre obtenu montre des segments 
peptidiques issu de la digestion de la BSA. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Microreacteur comprenant un canal d' entree 
ou d ' alimentation, une zone d' entree (1) ou 
d' alimentation par un courant de fluide, une zone de 
reaction (2) , une zone de sortie (3) et un canal de 
sortie ou d' evacuation, lesdites zones et canaux se 
trouvant en communication fluidique : 

ladite zone d' entree (1) comprenant des 
moyens pour communiguer audit courant de 
fluide une vitesse d'ecoulement constante, 
pour repartir de maniere homogene le 
courant de fluide sur toute la section de 
ladite zone de reaction (2) et pour 
augment er le rapport surf ace/ volume au fur 
et a mesure de la progression du courant de 
fluide vers la zone de reaction (2) ; 
ladite zone de reaction (2) comprenant des 
moyens lui conferant un rapport surface sur 
volume el eve ,- 
au moins un compose susceptible de produire 
une reaction biologique ou biochimique avec 
au moins un const ituant dudit courant de 
fluide etant fixe sur les surfaces desdites 
zones d'entree (1), zone de reaction (2), et 
zone de sortie (3) 

ladite zone de sortie (3) comprenant des * 
moyens pour rassembler le courant de fluide 
issu de la zone de reaction (2) comprenant 
les produits issus de ladite reaction 
biologique ou biochimique, et pour reduire 
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le rapport surface sur volume au fur et a 
mesure de la progression du courant de 
fluide depuis la zone de reaction (2) vers 
ledit canal de sortie et pour evacuer ledit 
courant de fluide. 

2. Microreacteur selon la revendication 1, 
dans lequel la plus grande dimension dudit 
microreacteur est de 10 mm a 30 mm. 

3. Microreacteur selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedent es, dans lequel ledit compose 
susceptible de produire une reaction biochimique ou 
biologique est une enzyme et ledit constituant dudit 
courant de fluide est un substrat dudit enzyme. 

4. Microreacteur selon la revendication 3, 
dans lequel ladite enzyme est choisie dans la classe 
des oxydoreductases , la classe des transferases, la 
classe des hydrolases, la classe des lyases, la classe 
des isomerases, ou la classe des ligases ou 
synthetases . 

5. Microreacteur selon la revendication 3 ou 
la revendication 4, dans lequel 1' enzyme est une enzyme 
a activite lytique, telle qu'une protease, une 
nuclease, une lipase, une glycolase, une kinase, etc. ; 
une enzyme presentant une activite de modification ou 
d' action sur des acides nucleiques, telle que I'ADN ou 
1'ARN polymerase, la primase, l'ADN ligase, une 
nuclease, une transcriptase reverse, une kinase, une 
phosphatase, une phosphorylase , une endonuclease de 
restriction, une topo- isomerase , et une transferase. 

6. Microreacteur selon la revendication 5, 
dans lequel la protease est choisie parmi les 
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endopeptidases telles que la pepsine, la trypsine, la 
chymotrypsine, les cathepsines A, B et C ; et les 
exopeptidases telles que les carbopeptidases, les 
arninopeptidases , et les dipept idases . 

7. Microreacteur selon la revendication 3, 
dans lequel 1' enzyme est la trypsine et le substrat de 
celle-ci un peptide ou une proteine. 

8. Microreacteur selon l'une guelconque des 
revendications 1 a 7 , dans lequel le compose 
susceptible de produire une reaction biologique ou 
biochimique est fixe auxdites surfaces par couplage par 
covalence ou par des interactions mettant en jeu des 
ligands. 

9. Microreacteur selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, presentant une forme sensiblement 
allongee et forme sur un substrat sensiblement plan, 
sur lequel sont definies lesdites trois zones (1, 2, 
3), le courant de fluide s'ecoulant sensiblement selon 
1 ' axe longitudinal dudit reacteur . 

10. Microreacteur selon la revendication 9, 
dans lequel les moyens de la zone de reaction lui 
Gonferant un rapport surface sur volume el eve sont 
constitues par des plots (45) comportant une base sur 
ledit support, reliee a un sommet par une paroi 
sensiblement perpendiculaire au plan dudit substrat, 
lesdits plots etant regulierement espaces selon un 
reseau bidimensionnel et definissant entre les parois 
des canaux (46, 48) relies entre eux et sensiblement 
paralleles a 1 ' axe longitudinal du microreacteur et axe 
d' ecoulement . 
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11. Microreacteur selon la revendication 10, 
dans lequel la base et le sommet desdits plots (45) ont 
une forme choisie parmi les ellipses, disques, et 
polygones de preference reguliers, tels que losanges, 
carres, hexagones, etc. . 

12. Microreacteur selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 9 a 11, dans lequel les plots (4 5) ont 
une base et un sommet en forme d'hexagone regulier. 

13. Microreacteur selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 9 a 11, dans lequel les plots (45) ont 
une base en forme de carre. 

14. Microreacteur selon 1 ' une quelconque des 
revendi cat ions 9 a 13, dans lequel la base et le sommet 
desdits plots (45) , de preference, en forme de carres 
ou d' hexagones reguliers peuvent etre inscrits dans des 
cercles d'un rayon (A) de 1 a 20 \im, de preference de 2 
a 10 \im, par exemple de 5 jim. 

15. Microreacteur selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 10 a 14, dans lequel lesdits plots (45) 
sont disposes en rangees (42, 43, 44) dont 1 ' axe est 
sensiblement perpendiculaire a l'axe longitudinal du 
microreacteur d'axe d' ecoulement , les plots (45) 
appartenant a deux rangees successives (43, 44) etant 
disposes en guinconce . 

16. Microreacteur selon la revendication 15, 
dans lequel l'espacement (C) entre les axes de deux 
rangees successives est de 10 a 30 urn, par exemple 
12 urn et l'espacement (B) entre les centres des bases 
de deux plots (45) dans une meme rangee (44) est de 10 
a 30 vim, par exemple 14 jam. 
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17. Microreacteur selon la revendicat ion 8, 
dans lequel les moyens de la zone d' entree pour 
communiquer au courant de fluide une vitesse 
d'ecoulement constante pour repartir de maniere 

5 homogene le courant de fluide sur toute la section de 
la zone de reaction et pour augmenter le rapport 
surface sur volume au fur et a mesure de la progression 
du courant de fluide vers la zone de reaction, sont 
constitues par des deflecteurs comportant une base sur 

10 le support reliee a un sommet par une parol 
sensiblement perpendiculaire au plan dudit substrat, 
lesdits deflecteurs divisant le canal d' entree en C 
canaux, cette division etant repetee n fois, de sorte 
que le nombre de canaux a 1' entree de la zone de 

15 reaction est egal a C n , n et C etant des nombre s 
entiers, et la section totale des canaux a chaque 
division etant constante et egale a la section du canal 
d' entree. 

18. Microreacteur selon la revendicat ion 17, 
20 dans lequel C = 2 ou 3 et n un entier de 2 a 10. 

19. Microreacteur selon la revendication 9, 
dans lequel les moyens de la zone de sortie pour 
rassembler le courant de fluide issu de la zone de 
reaction et pour reduire le rapport surface sur volume 

2 5 au fur et a mesure de la progression du courant de 

fluide depuis la zone de reaction vers ledit canal de 
sortie, lesdits moyens etant identiques aux moyens 
prevus dans la zone d' entree, sont constitues par des 
deflecteurs comportant une base sur le support reliee a 

3 0 un sommet par une paroi sensiblement perpendiculaire au 

plan dudit substrat, lesdits deflecteurs rassemblant 
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les canaux de la zone de reaction en divisant leur 
nombre par S, cette division fit ant rfipfitfie m fois, pour 
former un seul canal ou canal de sortie. 

20. Microreacteur selon l'une quelconque des 
5 revendi cat ions 9 a 19, comprenant, en outre, un 

couvercle ou capot recouvrant lesdites zones et lesdits 
canaux, pourvu event uellement d' orifices d' entree et/ou 
de sortie. 

21. Ensemble de microreacteurs selon l'une 
10 quelconque des revendi cat ions 1 a 20 formfis sur un 

substrat et comprenant de 2 a 50 microreacteurs. 

22. Ensemble de microreacteurs selon la 
revendication 21 et la revendication 10, dans lequel 
lesdits microreacteurs different les uns des autres par 

15 la forme des plots et/ou la taille des plots et/ou leur 
repartition et/ou la longueur du microreacteur. 

23. Systdme forme sur un substrat et 
comprenant au tnoins un microreacteur selon l'une 
quelconque des revendi cat ions 1 a 20, un reservoir 

20 d' alimentation en fluide, relifi audit canal d' entree ou 
d' alimentation, et un reservoir de sortie de fluide 
relifi audit canal de sortie. 

24. Systeme selon la revendication 23, dans 
lequel le reservoir d' alimentation en fluide est prfivu 

25 sur le substrat sur lequel est forme le microreacteur, 
par exemple grave dans le substrat et le canal d' entree 
est figalement prfivu sur le substrat, par exemple grave 

dans le substrat . 

25. Systeme selon la revendication 23, dans 
30 lequel le reservoir d' alimentation en fluide est place 

a l'extfirieur du substrat sur lequel est forme le 
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microreacteur et le canal d 1 entree se presente sous la 
forme d'un tube capillaire. 

26. Procede de preparation d'un microreacteur 
selon l'une guelconque des revendications 1 a 20/ ledit 
procede comprenant les etapes successives suivantes : 

gravure des trois zones du microreacteur 
et, eventuellement , des canaux d' entree et 
de sortie, dans un substrat sensiblement 
plan ; 

capotage f fermeture du microreacteur par un 
capot ou couvercle ; 

fixation d'un compose susceptible de 
produire un reacteur biologique ou chimique 
sur les surfaces du microreacteur. 

27. Procede selon la revendication 26, dans 
lequel la gravure est realisee par procede de gravure 
seche isotrope ou ani sot rope . 

28. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 26 a 27, dans lequel le substrat est en 
un materiau choisi parmi la silice, le silicium, le 
silicium oxyde , les polymeres, matieres plastiques et 
resines, tels que les silicones, resines epoxy et les 
elastomeres . 

29. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 6 a 2 8 , dans lequel ladite fixation est 
realisee par un couplage par covalence ou par des 
interactions mettant en jeu des ligands. 

30. Procede selon la revendication 26, dans 
lequel le substrat est en silice ou en silicium oxyde 
et le compose a fixer est une enzyme, et la fixation 
est realisee par la suite d' etapes suivantes : 
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- rehydratation en milieu basique pour 

obtenir des sites silanols ; 
. silanisation du substrat avec un silane 

epoxyde reactif, tel que le 

5 5, 6-epoxyhexyl trie thoxy si lane ; 

_ hydrolyse de 1 ' epoxyde pour dormer un 

diol ; 

- oxydation du diol en aldehyde ; 

- immobilisation de 1' enzyme, telle que la 
10 trypsine par reaction des fonctions amines 

de la lysine avec les aldehydes ; 
_ eventuellement , reaction des liaisons 

imines ainsi formees avec un reducteur. 
31. Procede pour realiser une reaction 
15 biochimique ou biologique dans lequel on fait circuler 
un courant de fluide dans un microreacteur selon 1'une 
quelconque des revendications 1 a 20, afin que au moins 
un constituant dudit courant de fluide reagisse avec le 
compose susceptible de produire une reaction biologique 
2 0 ou biochimique, et on recueille a la sortie du 
microreacteur un courant de fluide comprenant le(les) 
produit(s) de ladite reaction. 

32. Procede selon la revendication 31, dans 
lequel ladite reaction est une reaction de type enzyme 
25 substrat, ledit compose susceptible de produire une 
reaction biologique ou biochimique est une enzyme, 
ledit constituant du courant de fluide est un substrat 
de 1' enzyme, et les produits de la reaction sont les 
produits issus de la reaction dudit enzyme avec ledit 
3 0 substrat. 
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33. Procede selon la revendication 31, dans 
lequel ladite reaction est une reaction de digestion 
enzymatique par une protease, ledit compose susceptible 
de produire une reaction biologique ou biochimique est 

5 une protease et lesdits constituants du courant de 
fluide sont des peptides ou des proteines et les 
produits de la reaction sont des segments peptidiques. 

34. Procede selon la revendication 33, dans 
lequel 1 1 enzyme est la trypsine. 

10 
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ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRELIMINAIRE 

RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANQAIS NO. FR 0206084 FA 618680 

La presente annexe indique les membres de la familie de brevets relatifs aux documents brevets cites dans le rapport de 
recherche prehmmaire vise ci-dessus. 

Les dits membres sont contenus au fichier informatique de 1'Office europeen des brevets a la date d30-01~2003 

Le t re "se j 9 nem ents f ournis sont donnes a titre indicattf et n'engagent pas la responsabilite de rOffice europeen des brevets 

ni de l Administration francaise 
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